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热 胁 迫 对 二 化 量 幼 虫 血 淋巴 细胞 内 活性 氧 、 
HSP90 及 细胞 凋 亡 的 影响 
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摘要 : 为 探讨 热 激 条 件 下 二 化 坚 Chilo suppressalis 幼虫 体内 生理 上 的 保护 反应 ， 本 研究 应 用 流 式 细胞 术 分 析 了 热 胁 
迫 对 二 化 蜡 幼 是 血 淋 巴 细胞 内 活性 氧 (ROS) 、 热 休克 和 蛋白 90( HSP90) 的 产生 和 对 细胞 凋 亡 的 影响 。 结 果 表 明 : A 
ET 33C, 36'C fo 39*C HALI 5 龄 幼虫 的 ROS 与 对 照 (28Y ) 相 比 显著 提高 ， 分 别 增 加 了 1.71，1.69 和 1.38 fi; 
当 温 度 达 到 33Y 以 后 ，ROS 不 再 显著 增加 。 实 时 定量 PCR Z3 mos, LEIE HSP90 基因 在 热 胁 迫 诱导 下 表达 。 流 
式 细胞 术 检 测 表明 ，HSP90 的 变化 与 在 mRNA 水 平 上 的 变化 高 度 一 致 ， 热 胁迫 处 理 没 有 造成 血 淋 巴 细胞 凋 亡 的 显 
著 变 化 。 这 些 研究 结果 进一步 证 明 热 胁迫 产生 的 ROS 激活 HSP90 基因 的 表达 ，HSP90 蛋白 在 保护 机 体 免 受 ROS 引 
起 的 伤害 中 起 着 重要 作用 ， 能 够 抑制 血 淋 巴 细胞 凋 亡 的 发 生 。 
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Effect of thermal stress on the generation of ROS, HSP90 and apoptosis in 
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CUI Ya-Dong'^, DU Yu-Zhou"* , LU Ming-Xing , HU Mao-Zhi! (1. Institute of Applied Entomology, 
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Abstract: To explore cellular defense against thermal stress in Chilo suppressalis larva, we investigated the 
effect of thermal stress on the generation of reactive oxygen species ( ROS) , heat shock protein 90 ( HSP90) 
and apoptosis in haemocytes of C. suppressalis larvae by flow cytometry. The results indicated that thermal 
stress significantly elevated the ROS level in the 5th instar larva of C. suppressalis. The ROS level in larvae 
exposed to 33, 36, and 39% for 2 h reached 1.71-, 1.69- and 1.38-fold of the control (28€), 
respectively, while there was no significant difference in the ROS level in larvae exposed to 33 — 39€. 
Real-time quantitative PCR showed that HSP90 gene expression could be induced by heat stress. Flow 
cytometric results revealed that the expression profile of HSP90 at the protein level is highly in agreement 
with that at the mRNA level. The exposure to target temperatures did not lead to any significant apoptotic 
differences in the larval haemocytes. The study further suggests that ROS can modulate HSP90 gene 
expression, and increased HSP90 protein synthesis may determine their greater resistance to stressor that 
elicits the formation of ROS-induced cellular damage, and this inhibits haemocyte apoptosis in the exposed 
organism. 
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温度 是 昆虫 生活 的 重要 生态 因子 ， 对 昆虫 的 发 。 多 种 对 温度 胁迫 的 耐 受 和 适应 机 制 ， 例 如 骏 露 在 极 
育 、 和 存活 和 繁殖 等 均 有 重要 影响 (Leibee，1984; ” 端 温度 下 的 昆虫 会 产生 不 同 反 应 ， 或 通过 行为 上 的 
Chakir et al., 2002) 。 昆 虫 在 进化 过 程 中 , ZRT ”逃跑 来 躲避 ， 或 通过 形态 学 、 生 活 史 及 生理 特征 的 
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改变 来 适应 ( Hoffman et al., 2003), 目前 ， 热 胁迫 
下 的 分 子 适 应 机 理 在 多 种 昆虫 中 进行 了 研究 (Wang 
and Kang, 2005; Huang and Kang, 2007; 陈 亮 等 ， 
2007; &JHZr5&, 2007; 王 海 鸿 和 雷 仲 仁 ，2008 ; 
Bahrndorff et al., 2009) 。 人 研究 结果 表明 ， 热 休克 重 
H (heat shock proteins, HSPs) 表达 是 生物 适应 环境 
温度 变化 在 分 子 水 平 上 最 主要 的 啊 应 之 一 (Parssel 
and Lidquist，1993 ) 。 

PEA (reactive oxygen species, ROS) 是 广泛 存 
在 于 动物 体内 的 生理 性 氧 的 代谢 物 。 在 高 温 胁 迫 
时 ， 机 体内 最 明显 的 生理 变化 之 一 是 诱发 细胞 大 量 
产生 ROS( Kim et al., 2004) 。 这 些 生 物 目 由 基 具 有 
很 强 的 氧化 能 力 ， 会 引起 氧化 应 激 ， 损 伤 重 白质 、 
核酸 等 生物 大 分 子 ， 形 成 生物 氧 毒害 ( Ryter et al., 
2007) 。 氧 化 应 激 产 生 的 ROS 可 能 作为 信号 分 子 引 
发 细胞 凋 亡 (Ryter et al.，2007)。 热 休克 蛋白 90 
(HSP90 ) 是 热 休克 和 蛋 日 家 族 成 员 中 的 重要 一 员 ， 在 
真 核 细 胞 的 生存 中 是 必需 的 (Csermely et al., 
1998 ) 。 有 研究 发 现 ，HSP90 与 细胞 凋 亡 关系 密 
切 ， 能 对 多 种 刺激 因 系 诱导 产生 的 细胞 凋 亡 起 到 抑 
制作 用 (Bagatell et al., 2007) 。 血 淋巴 细胞 可 通过 
开放 的 循环 系统 过 布 昆虫 各 个 组 织 需 官 ， 分 析 昆 虫 
血 淋 巴 细胞 中 热 休 克 和 蛋 晶 的 表达 变化 ， 对 最 终 评价 
昆虫 抗 逆 能 力 是 不 可 或 缺 的 。 

二 化 旦 Chilo suppressalis ( Walker) 是 水 稻 上 的 
重要 害虫 之 一 ， 在 我 国 从 南 到 北 均 有 分 布 ， 并 有 很 
强 的 抗 逆 性 。 有 关 环 境 温度 对 二 化 曝 的 影响 已 有 研 
究 报 道 ， 如 二 化 螟 室 内 和 目 然 种 群 有 效 积温 的 测定 
( 陈 常 金 等 ，1957) ， 高 温 对 二 化 坚实 验 种 群生 长 、 
存活 和 繁殖 的 影响 ( 罗 举 每 ，2005 ) ， KEZAR 
越冬 幼虫 耐 宕 性 物质 的 动态 变化 ( 强 承 揣 等 ， 
2008) 等 。 本 研究 检测 了 热 胁 迫 条 件 下 二 化 曝 幼 虫 
血 淋 巴 细胞 内 活性 氧 的 变化 、HSP90 在 mRNA 和 
重 日 质 水 平 上 的 变化 以 及 与 血 淋 巴 细胞 凋 亡 的 关 
系 ， 探 讨 热 激 条 件 下 二 化 曝 幼 虫 在 体内 生理 上 的 保 
护 反应 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 及 热 胁迫 处 理 

二 化 曝 幼 虫 采 目 江苏 扬州 郊区 水 稻田 ， 在 实验 
室 利 用 水 稻 种 苗 饲 养 繁殖 。 饲 养 环境 条 件 : 温度 
28% ， 相 对 湿度 >80% ， 光 周期 L:D =16:8。 实 验 
虫 态 为 个 体 大 小 一 致 的 $ 龄 幼虫 。 随 机 挑选 30 头 


幼虫 作为 一 实验 组 。 热 胁迫 不 同 温度 处 理 为 33” ， 
36 和 39 ， 每 一 个 温度 处 理 组 各 处 理 2 h 作为 实 
验 组 ， 对 照 组 为 28Y 。 各 实验 组 和 对 照 组 均 设 3 
个 重复 。 
1.2 主要 试剂 

UNIQ-10 柱 式 Trizol 总 RNA 提取 试剂 盒 购 自 上 
海 生物 工程 公司 ; M-MLV 反 转 录 酶 、SYBR Premix 
Ex Taq 等 购 自 大 连 宝生 物 公 司 (TaKaRa); 免 搞 
HSP90、 异 硫 氟 酸 奖 光 素 (FITC) 标 记 手 抗 免 IgG. Jt 
体 稀释 液 等 购 自 武汉 博士 德 生物 工程 公司 ; 活性 氧 
测定 试剂 盒 (DCFH-DA) 及 细胞 凋 亡 检测 试剂 盒 
( Annexin V/propidium iodide) ll E] Z8 zz RÆ 9g 
公司 (中 国 江苏 ) 。 引 物 由 上 海 生 物 工程 公司 合成 。 
1.3 血 淋 巴 细胞 制备 

将 30 AZI 5 龄 幼虫 用 蒸馏 水 冲洗 2 次 ， 
冷冻 麻醉 ， 剪 破 腹 足 ， 轻 轻 挤 压 虫 体 ， 将 流出 的 血 
淋巴 转移 到 含有 200 uL PBS 缓冲 液 的 Eppendorf 管 
FH CAPS PEAK EMIK) 。 稀 释 后 的 血 淋 巴 在 4C ， 
800 g 离心 5 min， 弃 上 清 ， 沉 淀 的 血 淋 巴 细胞 用 
PBS 漂洗 2 次 ， 分别 用 于 RNA 的 提取 和 其 余 实验 。 
1.4 血 淋 巴 细胞 内 ROS 的 检测 

2' ,7'-Dichlorofluorescein diacetate ( DCFH-DA ) 
测定 活性 氧 (ROS ) 按照 试剂 盒 说 明 书 的 流程 操作 : 
收集 的 血 淋 巴 细胞 加 入 10 pmol/L DCFH-DA, 
37C 细胞 培养 箱 内 孵育 20 min; DCFH-DA 可 以 通 
过 细胞 腊 进 入 细胞 内 ， 当 细胞 内 有 ROS 存在 时 ， 
被 氧化 成 2' ,7 -二 氧 灾 光 黄 (DCF) ，DCF 发 出 的 灾 
光 在 488 nm 激发 波长 和 525 nm 发 射 波长 用 流 式 细 
胞 仪 (美国 BD 公司 ) 检测。 计数 10 000 个 细胞 ， 
检测 细胞 内 平均 灾 光 强度 反应 活性 氧 水 平 。 
1.5 HSP90 基因 实时 定量 分 析 

按 上 述 方法 收集 血 淋 巴 细胞 ， 提 取 总 RNA, 
反 转 录 成 cDNA。 根据 已 登录 在 GenBank. 上 的 二 化 
HH HSP90 基因 cDNA 全 长 序列 (登录 号 : 
AB206477), ， 设 计 用 于 实时 定量 PCR 的 引物 CF: 
5'-AGGGCACGCTCACCATCATTG-3'; R: 5'-CCGCG 
GCAGACTCCCACAT-3'), —4ELt 18S rRNA 被 克隆 
(GenBank 登录 号 : GQ265912) 作为 实时 定量 PCR 
的 内 标 ， 并 设计 其 一 对 引物 (下 : 5'-TCGAGCCGCAC 
GAGATTGAGCA-3'; R: 5'- CAAAGGGCAGGGACG 
TAATCAAC-3') 用 于 PCR 3 3Z, 3: Hj SYBR Green 
I A KICA VEIT real-time PCR 2^ 3$ 5 y, PCR 
反应 体系 为 20 uL: SYBR® Premix Ex Tag™ (2 x ) 
10 uL, ROX Reference Dye (50 x ) 0.4 uL, 
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10 pmol/L 的 上 下 游 引物 各 0.4 uL, cDNA 模板 
2 uL, KAHE 6.8 pL。 用 两 步 法 进行 PCR, 
在 ABI 7500 PCR 仪 (美国 应 用 生物 系统 公司 ) 上 进 
行 : 95C 30 s; 随后 95%C 5 s, 55% 30 s, 40 个 循 
环 。 反 应 结束 后 ， 由 熔 解 曲线 判定 PCR 反应 的 特 
异性 。 采 用 比较 Cr 相对 定量 法 (Livak and 
Schmittgen, 2001) ， 该 方法 在 假设 目标 基因 片段 和 
持家 基因 厂 段 扩 增 效率 一 致 的 情况 下 ,通过 
2 “人 "方法 进行 相对 定量 ，Cr 值 为 荧光 信号 有 统 
计 学 意义 显著 增长 时 的 循环 次 数 ， 人 Cr 值 为 目的 
基因 C, 与 管家 基因 C, WE, AAC 为 各 试验 
组 人 Ci 与 选择 的 对 照 组 人 Ci 的 差 值 ， 平 均 相 对 含 
量 2-^^™ 为 相对 于 对 照 组 水 平 的 倍数 。 
1.6 流 式 细 胞 仪 检测 HSP90 蛋白 含量 

血 淋 巴 细胞 内 HSP90 和 蛋 晶 检测 参照 文献 ( 沈 关 
心 和 周 汝 角 ，2002; 曲 阎 云 等 ，2004 ) 。 收 集 的 血 
淋巴 细胞 固定 于 496 多 聚 甲醛 中 ，4C 保 存 备用 。 
取 多 聚 甲 醛 固 定 的 细胞 ，800 g 离心 10 min, PBS 
重 悬 细胞 。 重 悬 后 每 个 样本 分 两 份 : 一 份 作为 阳性 
处 理 样 ， 另 一 份 作为 阴性 本 底 对 照 。 阳 性 处 理 样 进 
行 如 下 处 理 : 样品 经 0. 1% Triton-100 破 膜 ， 加 入 
200 uL f 1:200 稀释 的 单 克 隆 抗体 兔 抗 HSP90, 
18 忆 孵育 30 min, PBS 洗涤 细胞 。 加 入 300 uL TZ 
1:100 稀释 的 FITC 标记 的 二 抗 手 抗 免 IgG, 18°C Hë 
HS 30 min, PBS 洗涤 细胞 ，0.3 mL PBS E 
后 用 于 流 式 细 胞 仪 ( 美 国 BD 公司 ) 在 488 nm 波长 
分 析 。 阴 性 本 底 对 照 : 不 进行 免 抗 HSP90 JA, 
其 余 同 阳性 处 理 样 。 

流 式 细胞 仪 计数 10 000 个 细胞 ， 细 胞 严 光 强 
度 信 号 反映 细胞 中 标记 和 蛋 晶 的 表达 量 。 每 个 样本 的 
阳性 处 理 样 的 平均 严 光 强度 和 阴性 本 底 对 照 的 平均 
买 光 强度 比值 反映 该 样本 的 相对 重 晶 表达 水 平 。 
1.7 血 淋 巴 细胞 凋 亡 测定 

采用 Annexin V/propidium iodide( PI) XL% fa% 
进行 凋 亡 细胞 测定 。 按 照 试 剂 盒 说 明 书 的 流程 操 
作 : 按 1.3 节 所 述 方法 收集 血 淋 巴 细胞 ， 用 PBS 
洗涤 后 ，Annexin V-FITC 结合 液 重 悬 细胞 ， 加 入 10 
uL Annexin V-FITC, ZICA 15 min, 800 g Ej 
(25 min, AEL; Annexin V-FITC 结合 液 重 悬 细 
胞 ， 加 入 5 uL propidium iodide ( PI) 试剂 ， 冰 浴 避 
光 放 置 。 同 时 以 不 加 Annexin V-FITCH 的 细胞 作为 
阴性 对 照 。 在 1 h 内 进行 流 式 细胞 仪 (美国 BD A 
司 ) 检 测 。 


1.8 数据 处 理 与 分 析 

实验 数据 用 平均 数 + E23 (SD) Xeon; 组 间 
比较 用 单 因 素 方差 分 析 ( One-way ANOVA), WMA 
数据 由 SPSS 11.0 软件 分 析 处 理 , P «0.05 为 可 接 
受 的 显著 性 差异 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 热 胁 迫 对 ROS 的 影响 

图 1 显示 了 处 理 与 对 照 组 中 血 淋 巴 细胞 内 的 
ROS 水 平 。 热 胁迫 显著 提高 了 二 化 螟 幼虫 血 淋 巴 
细胞 内 活性 氧 水 平 ， 与 对 照 比较 ，33% ，36Y% 和 
39*C 处理 2h 后 ， 细 胞 内 活性 氧 分 别提 高 了 1.71， 
1.69 和 1.38 倍 。 在 33% ，36% 和 39% 处 理 之 间 的 
ROS 水 平 差异 不 显著 (已 >0. 05 ) 。 结 采 显 示 当 温度 
升 高 到 一 定 水 平 ， 虫 体 血 淋 巴 细胞 内 的 ROS 水 平 
不 再 显著 提高 。 
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图 1 热 胁 迫 对 二 化 虹 5 龄 幼虫 血 淋 巴 细胞 内 ROS 的 影响 
Fig. 1 

of Chilo suppressalis under different heat shock temperatures 
每 一 处 理 重复 3 次 ， 图 中 数据 为 平均 值 + 标准 差 ， 不 同 小 写字 母 表 
示 0.05 水 平 下 显著 性 差异 。 下 Ejo Each temperature treatment was 
repeated thrice. The data are denoted as mean + SD, and different letters 


ROS generation in haemocytes from 5th instar larvae 


over the bars indicate that the means are significantly different (P «0. 05) . 


The same below. 


2.2 热 胁 迫 下 HSP90 mRNA 相对 表达 量 

为 了 比较 不 同 热 胁迫 温度 对 二 化 螟 血 淋巴 细胞 
HSP90 mRNA 表达 变化 的 影响 ， 通 过 实时 定量 PCR 
检测 发 现 ， 热 激 可 以 诱导 HSP90 mRNA 的 表达 ， 
不 同 胁 迫 温度 与 对 照 组 相 比 均 有 显著 差异 (P < 
0.05), 33C, 36C 和 39*C 处 理 2 h 后， 血 淋 巴 细 
胞 HSP90 mRNA 表达 量 分 别提 高 了 1.45, 1.56 和 
1.34 f£, mM 33C, 36C 39C 处 理 之 间 的 表达 量 
则 无 显著 差异 (已 >0. 05 ) 。 
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图 2 RENER (8S 5 龄 幼虫 血 淋 巴 细胞 
HSP90 mRNA 表达 的 影响 
Fig. 2 Expression profiles of HSP90 mRNA in haemocytes from 


5th instar larvae of Chilo suppressalis under heat shock temperatures 


2.3” 流 式 细胞 仪 检测 HSP90 蛋白 表达 

为 了 从 蛋白 质 水 平 检测 HSP90 蛋白 的 表达 量 
变化 ， 本 实验 采用 间接 荧光 染色 法 对 血 淋 巴 细胞 内 
的 HSP90 蛋白 进行 标记 ， 通 过 荧光 强度 来 判断 细 
胞 内 HSP90 蛋白 的 表达 。 流 式 细胞 定量 分 析 显示 ， 
HSP90 蛋白 对 温度 的 应 答 趋势 基本 与 在 mRNA 水 
平 上 一 致 。 经 过 热 胁迫 处 理 ， 血 淋巴 细胞 的 HSP90 
蛋白 水 平 显著 增加 ， 其 中 36C 处 理 的 HSP90 蛋白 
的 表达 量 最 大 ， 随 着 胁迫 温度 进一步 升 高 ， 在 
39'CHj, HSP90 蛋白 表达 量 呈 现下 降 趋势 。 
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Fig. 3 Expression levels of HSP90 protein in haemocytes from 


5th instar larvae of Chilo suppressalis under heat shock temperatures 


2.4 热 胁迫 对 血 淋 巴 细胞 凋 亡 的 影响 

为 了 解 热 胁迫 对 二 化 虹 幼 虫 血 淋 巴 细胞 凋 亡 的 
影响 ， 采 用 Annexin V/PI 双 染 色 法 ， 通 过 流 式 细 
胞 术 对 凋 亡 细胞 进行 测定 。 图 4 显示 对 照 组 与 不 同 


温度 胁迫 处 理 后 早期 凋 亡 细胞 的 百分率 。 热 胁迫 处 
理 使 血 淋 巴 细胞 凋 亡 率 有 所 增加 ， 但 与 对 照相 比 没 
有 出 现 显 著 的 差异 (P 20.05), 
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细胞 凋 亡 率 (9) 
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图 4 热 胁 迫 温 度 对 二 化 虹 5 龄 幼虫 血 淋 巴 细胞 凋 亡 的 影 啊 
Fig. 4 Apoptosis changes in haemocytes from 5th instar 


larvae of Chilo suppressalis under heat shock temperatures 
3 讨论 


热 胁 迫 经 党 伴随 着 氧化 应 激 ， 在 此 过 程 中 活性 
氧 水 平 上 升 。 尽 管 低 水 平 的 ROS 对 维持 机 体 正常 
的 生理 功能 是 必须 的 (Seo et al., 2000) ， 但 是 ROS 
的 积累 会 损害 生物 大 分 子 ( 重 日 质 、 核 酸 、 脂 类 ) ， 
进而 引起 细胞 损伤 、 突 变 甚 至 死亡 (Ryter et al., 
2007) 。 机 体 的 抗 氧 化 系统 构成 复杂 的 网 络 ， 细 胞 
内 应 对 氧化 应 激 的 保护 机 制 包 括 抗 氧化 酶 (SOD， 
CAT 等 ) 、 抗 氧化 剂 ( 谷 胱 苷 肽 ， 维 生 素 C 等 ) 以 及 
HR w E H £ (Cossu et al., 1997; Sreedhar and 
Csermely, 2004; Wilczek et al., 2004) , 

在 目前 研究 中 ， 由 热 胁迫 引起 的 ROS 增多 表 
明 二 化 虹 幼 虫 体内 产生 了 氧化 应 激 反 应 。 细 胞 内 重 
白质 是 ROS 攻击 的 主要 目标 ， 多 肽 文 链 中 的 产 基 
或 兰 基 损伤 及 氨基 酸 残 基 变 性 是 触发 重 日 基因 表达 
的 信号 (Shanmuganathan et al., 2004) , ROS 可 以 激 
活 转 录 因 子 调 控 基因 表达 ， 随 后 合成 的 蛋 日 质 参 与 
细胞 对 环境 胁迫 的 抵抗 ( Villaverde et al., 2004) , 
本 实验 中 ， 热 胁迫 处 理 导 致 二 化 虹 幼 虫 血 淋 巴 细胞 
内 ROS 大 量 产生 ， 同 时 检测 到 HSP90 mRNA 转录 
水 平 的 显 车 变化， 推测 由 于 热 胁 迫 产生 的 ROS 激 
活 了 调控 HSP90 基因 表达 的 转录 因子 ， 不同 热 激 
强度 处 理 ，HSP90 mRNA 表达 量 各 不 相同 ， 可 能 是 
由 于 不 同 温度 对 机 体 细胞 造成 的 影响 不 同 。HSP90 
mRNA 在 36 飞 时 表达 量 最 高 ， 该 温度 可 能 是 诱导 
二 化 坚 幼 忠 血 淋巴 细胞 HSP90 mRNA 表达 的 最 佳 
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Liriomyza sativae HSP90 mRNA 被 热 胁 迫 诱 导 表 达 的 
最 高 国 值 出 现在 42.S% (Huang et al., 2007) 。 

在 热 休克 反应 中 ， 热 休克 和 蛋白 的 变化 取决 于 转 
录 和 翻译 水 平 ， 因 为 蛋白 质 是 基因 功能 的 表现 形 
XX, 不 管 HSP90 mRNA 水 平 变 化 有 多 大 ， 如 果 没 
有 HSP90 和 蛋白 执行 功能 ， 细 胞 是 不 可 能 得 到 保护 
的 。 因 此 ， 了 解 HSP90 的 转录 和 翻译 之 间 的 动态 
关系 极其 重要 。 传 统 上 ， 一 般 采 用 免疫 印迹 法 对 目 
的 蛋白 进行 定量 研究 ， 但 在 检测 之 前 ， 必 须 对 总 和 蛋 
日 进行 严格 定量 ， 操 作 过 程 比 较 烦 珊 ， 所 得 结果 干 
扰 因 素 多 。 流 式 细 胞 术 (flow cytometry, FCM) 是 一 
种 适用 于 单 细 胞 悬 液 、 可 逐个 细胞 检测 目的 蛋白 的 
方法 。 与 Western blot 法 相 比 ， 该 方法 操作 简便、 
干扰 因素 少 、 所 得 结果 更 为 精确 可 徘 ( Renault et 
al, 2001) , AIR FH Vii zx 288 8L ZN E M — 465 8. 47] rh 
血 淋 巴 细胞 HSP90 有 蛋 日 的 表达 量变 化 ， 结 果 显 示 
热 胁 迫 诱导 了 HSP90 重 日 大 量 合 成 ， 与 HSP90 
mRNA 水 平 上 的 表达 高 度 一 致 ， 说 明 二 化 蜡 幼 虫 血 
淋巴 细胞 HSP90 在 转录 及 翻译 水 平 上 受到 热 应 激 
HJ RETI o 

应 激 状 态 下 产生 的 ROS， 可 以 导致 细胞 凋 亡 
( Droge, 2002; Sreedhar and Csermely, 2004 ) 。 
HSP90 4E F1 REM RA T- fii S, D^ A Jd 
T (Pandey et al., 2000), jn, HSP90 和 蛋白 的 表达 
可 抑制 NIH3T3 小 鼠 成 纤维 细胞 凋 亡 ( 赵 月 等 ， 
2006) ; 应 用 反 义 技 术 导 致 HSP90 的 表达 缺失 可 促 
进 细胞 凋 亡 (Vanden Berghe et al., 2003) 。 本 研究 
中 ， 尺 管 热 胁迫 处 理 显 著 提 高 了 细胞 内 ROS 水 平 ， 
并 没有 导致 二 化 曝 幼 虫 血 淋巴 细胞 凋 亡 的 显著 变 
化 ， 可 能 是 HSP90 重 日 表达 量 的 增加 有 效 地 消除 
了 氧化 应 激 对 细胞 的 伤害 ， 表 明 二 化 旦 幼虫 具有 修 
复 体 内 平衡 的 有 效 机 制 。 从 这 点 看 ， 二 化 蜡 幼 虫 对 
热 胁 迫 可 能 拥有 较 强 的 抵抗 能 力 。 二 化 虹 幼 虫 血 淋 
巴 细胞 HSP90 蛋白 在 39% 时 表达 量 降低 ， 这 可 能 
是 由 于 接近 胁迫 的 国 值 范围 。 例 如 ， 当 施加 高 强度 
的 胁迫 因子 时 ， 果 晶 细 胞 会 发 生 凋 亡 (Hay and 
Guo, 2006) , IEJ, Sk roS ELI SERE 
来 负 作 用 ， 影 响 机 体 的 生长 、 发 育 、 存 活 及 生殖 
( Krebs and Feder, 1997; Feder and Hofmann, 1999; 
Huang et al., 2007) , RHP mE HRK PL 
体 的 生理 过 程 有 密切 关系 (Huang et al., 2007) 。 总 
之 ，HSP90 生日 在 保护 二 化 晓 幼 虫 免 受 ROS 引起 
的 伤害 中 起 着 重要 作用 ， 如 采 热 应 激 达 到 一 定 的 强 


度 ， 超 过 HSP90 重 日 的 保护 能 力 ， 凋 亡 程序 可 能 
会 被 激活 ， 从 而 导致 凋 亡 的 迅速 发 后。 


参考 文献 (References) 


Bagatell R, Paine-Murrieta CD Taylor CW, 2000. Induction of a heat 
shock factor 1 -dependent stress response alters the cytotoxic activity 
of hsp90-binding agents. Clin. Cancer Res., 6 (8) : 3312 -3318. 

Bahrndorff S, Marien J, Loescheke V, Ellers J, 2009. Dynamics of 
heat-induced thermal stress resistance and Hsp70 expression in the 
springtail, Orchesella cincta. Funct. Ecol., 23. 233 — 230. 

Chakir M, Chafik A, Moreteau B, Gibert P, David JR, 2002. Male 
sterility thermal thresholds in Drosophila: D. simulans appears more 
cold-adapted than its sibling D. melanogaster. Genetica, 114. 195 
— 205. 

Chen CM, Song HY, Zhou ZM, 1957. The effectively accumulative 
temperature of rice stem borer and its application. J. Hunan Agric. 
College, 3: 127 -131. | Bi 46, KER, 周 祖 铭 , 1957. 水 稳 
二 化 晓 有 效 积温 的 测定 及 其 应 用 初 报 .， 湖南 农学 院 学 报 , 3: 
127 -131 ] 

Chen L, Zhang FC, Huang P, Ma J, 2007. Cloning and expression 
analysis of heat shock protein 70 gene from Anatolica polita borealis 
( Coleoptera; Tenebrionidae). Acta Entomologica Sinica, 50 (9 ) : 
883 -888.，[ 陈 亮 , 张 富 春 , W, B4, 2007. JEW P BR 
AERA 70 基因 的 克隆 及 表达 . 昆虫 学 报 , 50(9): 883-888] 

Cossu C, Doyotte A, Jacquin MC, Babut M, Exinger A, Vasseur P, 
1997. Glutathione reductase,  selenium-dependent glutathione 
peroxidase, glutathione levels and lipid peroxidation in freshwater 
bivalves, Unio tumidus, as biomarkers of aquatic contamination in 
field studies. Ecotox. Environ. Safe., 38: 121 — 131. 

Csermely P, Schnaider T, Soti C, Prohászka Z, Nardai G, 1998. The 
90-kDa molecular chaperone family; Structure, function, and 
clinical applications. A comprehensive review. Pharmacol. Ther., 
79(2): 129 —- 168. 

Cui XH, Xie M, Wan FH, 2007. Changes in expression level of heat 
shock protein 70 gene in Bemisia tabaci B-biotype ( Homoptera: 
Aleyrodidae ) under high temperature stress. Acta Entomologica 
Sinica, 50(11): 1087 - 1091. | &JHZT, 谢 明 , HA, 2007. 
高 温 胁迫 下 B 型 烟 粉 乱 热 激 和 蛋白 基因 hsp70 表达 量 的 变化 . 昆 
wW, 50(11): 1087 -1091 ] 

Droge W, 2002. Free radicals in the physiological control of cell 
function. Physiol. Rev., 82. 47 —95. 

Feder ME, Hofmann GE, 1999.  Heat-shock proteins, molecular 
chaperones, and the stress response; Evolutionary and ecological 
physiology. Annu. Rev. Physiol., 61: 243 —282. 

Hay BA, Guo M, 2006. Caspase-dependent cell death in Drosophila. 
Annu. Rev. Cell Dev. Biol., 22. 623 —650. 

Hoffman AA, Sorensen JG, Loeschcke V, 2003. Adaptation of 
Drosophila to temperature extremes; Bringing together quantitative 
and molecular approaches. J. Therm. Biol., 28; 175 —213. 

Huang LH, Chen B, Kang L, 2007. Impact of mild temperature 


hardening on thermotolerance, fecundity, and Hsp gene expression 


726 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 53 卷 


in Liriomyza huidobrensis. J. Insect Physiol., 53. 1199 —1205. 

Huang LH, Kang L, 2007. Cloning and interspecific altered expression 
of heat shock protein genes in two leafminer species in response to 
thermal stress. Insect Mol. Biol., 16(4) : 491 —500. 

Kim YM, Kim HJ, Song EJ, Lee KJ, 2004. Glucuronic acid is a novel 
inducer of heat shock response. Mol. Cell Biochem., 259; 23 —33. 

Krebs RA, Feder ME, 1997. Deleterious consequences of Hsp70 
overexpression in Drosophila | melanogaster larvae. Cell Stress 
Chaperon., 2: 60 -71. 

Leibee GL, 1984. Influence of temperature on development and fecundity 
of Liriomyza trifolii ( Burgess) ( Diptera: Agromyzidae) on celery. 
Environ. Entomol., 13. 497 —501. 

Livak KJ, Sehmittgen TD, 2001. Analysis of relative gene expression 
data using real-time quantitative PCR and the 2:^^^T method. 
Methods , 25. 402 —408. 

Luo J, Zhang XX, Zhai BP, Guo YR, Zhu JH, 2005. Effect of high 
temperature on the growth, survival and reproduction of a laboratory 
population of the rice stem borer Chilo suppressalis Walker. Acta 
Ecologica Sinica, 25(4) ; 931 - 936. | £2, yk 2536, HIR Y, 
BEA, 朱 建 华 , 2005. mii] [LEE SCUS PRERAEK. FiA 
繁殖 的 影响 . 生态 学 报 , 25(4) : 931-936] 

Pandey P, Saleh A, Nakazawa A, Kumar S, Srinivasula SM, Kumar V, 
Weichselbaum R, Nalin C, Alnemr ES, Kufe D, Kharbanda S, 
2000. Negative regulation of cytochrome C-mediated oligomerization 
of Apaf-l and activation of procaspase-9 by heat shock protein 90. 
Embo. J., 19(16) : 4310 - 4322. 

Parssel DA, Lidquist S, 1993. The function of heat-shock proteins in 
stress tolerance; Degradation and reactivation of damaged proteins. 
Annu. Rev. Genet., 21: 437 -496. 

Qiang CK , Du YZ , Yu LY , Cui YD, Lu MX , Zheng FS, 2008. 
Dynamic changes of cold-resistant substances of overwintering Chilo 
suppressalis ( Walker) larvae. Chinese Journal of Applied Ecology, 
19(3) : 599 -605. | 580 BL, EFM, 于 玲 雅 , EE ME ZR, Bii BH 
E, 郑 福 山 , 2008. 水 称 二 化 旦 越冬 幼虫 耐寒 性 物质 的 动态 变 
化 . 应 用 生态 学 报 , 19(3) : 599 -605 ] 

Qu LY, Sun XQ, Xiang JH, Hong XG, Zhang JX , Wang L, Li JY, 
2004. Flow cytometer detection of HSP70 expression in haemocytes 
of Chlamys farreri. Chinese High Technology Letters, 14 (4) ; 94 — 
96. [ 曲 凌云 ， 孙 修 勤 , 相 建 海 , 洪 旭 光 , 张 进 兴 , E36, 李 继 
业 , 2004. 檬 孔 扇 贝 血 淋巴 细胞 HSP70 表达 变化 的 FCM 法 检 
W. 高 技术 通讯 ,14(4) : 94 -96 | 

Renault T, Xue QG, Chilmonezyk S, 2001. Flow cytometric analysis of 
European flat oyster, Ostrea edulis, haemocytes using a monoclonal 
antibody specific for granulocytes. Fish Shellfish Immun., 11(3): 
269 —274. 

Ryter SW, Kim HP, Hoetzel A, Park JW, Nakahira K, Wang X, Choi 


AM, 2007. Mechanism of cell death in oxidative stress. Antiox. 
Redox Signal, 9. 49 —89. 

Seo MS, Kang SW, Kim K, Baines IC, Lee TH, Rhee SG, 2000. 
Identification of a new type of mammalian peroxiredoxin that forms 
an intramolecular disulfide as a reaction intermediate. J. Biol. 
Chem., 275 : 20346 — 20354. 

Shanmuganathan A, Avery SV, Willetts SA, Houghton JE, 2004. 
Copper induced oxidative stress in Saccharomyces cerevisiae targets 
enzymes of the glycolytic pathway. FEBS Lett., 556. 253 —259. 

Shen GX, Zhou RL, 2002. Experimental Techniques of Modern 
Immunology. Hubei Science and Technology Press, Wuhan. 226 - 
235. |[ 沈 关心 , Fi NE, 2002. 现代 免疫 学 实验 技术 . 武汉 : 
湖北 科学 技术 出 版 社 . 226 -230 | 

Sreedhar AS, Csermely P, 2004. Heat shock proteins in the regulation of 
apoptosis; New strategies in tumor therapy. A comprehensive 
review. Pharmacol. Ther., 101; 227 —257. 

Vanden Berghe T, Kalai M, Van Loo G, Declereq W, Vandenabeele P, 
2003 . Disruption of Hsp90 function reverts tumor necrosis factor- 
induced necrosis to apoptosis. J. Biol. Chem., 278 (8): 5622 
— 5629. 

Villaverde MS, Hanzel CE, Verstraeten SV, Kumar S, Srinivasula SM, 
Kumar V, Weichselbaum R, Nalin C, Alnemri ES, Kufe D, 
Kharbanda S, 2004. n vitro interactions of thallium with 
components of the glutathione-dependent antioxidant defense system. 
Free Radical Res., 38. 977 — 984. 

Wang HH, Lei ZR, 2008. Detection of hsp70 and hsp90 transcription in 
Bemisia tabaci ( B and ZHJ-1 Biotype) by fluorescence quantitative 
RT-PCR. Scientia Agricultura Sinica, 41(11) ; 3636 - 3644. | € 
1835, 雷 仲 仁 ，2008.， 用 荧光 定量 RT-PCR 方法 分 析 B 型 和 
ZHJ-1 型 烟 粉 剧 热 休克 基因 hsp70 和 sp90 的 表达 . 中 国 农业 科 
学 , 41(11) : 3636 -3644 | 

Wang XH, Kang L, 2005. Differences in egg thermotolerance between 
tropical and temperate populations of the migratory locust Locusta 
migratoria ( Orthoptera; Acridiidae). J. Insect Physiol., 51; 1277 
- 1285. 

Wilezek G, Babezynska A, Augustyniak M, Migula P, 2004. Relations 
between metals (Zn, Pb, Cd and Cu) and glutathione dependent 
detoxifying enzymes in spiders from a heavy metal pollution gradient. 
Environ. Pollut., 132. 453 —461. 

Zhao Y, Xu HT, Dai SD, Wang EH, 2006. Heat shock protein 90 
suppresses NIH3T3 cell apoptosis. Chinese Journal of Histochemistry 
and Cytochemistry, 15(3) : 266 -271. [XH , RHE, 戴 顺 东 ， 
EEE, 2006. 热 休 克 和 蛋白 90 抑制 NIH3T3 成 纤维 细胞 凋 亡 . 
中 国 组 织 化 学 与 细胞 化 学 杂志 , 15(3) : 266 -271 | 

(责任 编辑 : AE) 


